昆虫 学 报 4cra Eniomologica Sinica，October 2004, 47(5): 691- 694 ISSN 0454-6296 





不 同 提取 工艺 对 家 蝇 幼 虫 蛋 白 粗 提 液 抗菌 活性 的 影响 
安 春 菊 ， 耿 。 华 ， 间 友 进 ， 李 德 森 ， 杜 荣 故 ， 


(南开 大 学 生命 科学 学 院 ， 天 津 ”300071) 


摘要 : 利用 不 同 条 件 提取 诱导 过 的 家 蝇 Musea domestica 3 龄 幼虫 的 总 蛋白 ,并 用 平板 扩散 法 测定 所 得 蛋白 粗 提 液 的 抗菌 活性 。 
结果 表明 ,收集 幼虫 时 的 处 死 温 度 、 沸 水 浴 时 间 及 提取 液 的 pH 值 均 对 家 蝇 幼 虫 粗 提 液 的 抗菌 活性 有 明显 的 影响 。 
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The influences of different factors in extraction on antibacterial activity of protein 











crude extracts in housefly larvae 

AN Chun-Ju, GENG Hua，HAO You-Jin, LI De-Sen, DU Rong-Qian (College of Life Sciences, Nankai University， 
Tianjin 300071, China) 

Abstract: The influences of different factors in extraction on the antibacterial activity of protein crude protein extracts 
from the induced third-instar larvae of housefly C Musca domestica ) were assayed. The antibacterial activity of protein 
crude extracts was measured with diffusion plate assay. The results showed that the antibacterial activity of crude extracts 


was affected by such factors as the temperature of boiling larvae to death, the duration of boiled water bath and the pH of 


extraction buffer. 
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家 则 Musca domestica 是 一 种 重要 的 资源 昆虫 ， 
具有 来 源 丰富 、 饲 养 方便 和 繁殖 力 强 等 优点 , 王 远程 
等 (1997) 和 陈 留 存 等 (2001) 曾 从 家 蝇 幼 忠 中 分 离 到 
与 抗菌 肽 类 似 的 物质 。 如 果 找 到 一 种 高 效 的 提取 工 
艺 ,能 最 大 限度 地 从 家 量 幼 虫 中 提取 出 抗菌 物质 ， 
无 疑 具 有 重大 的 经 济 价值 。 为 此 ,我 们 初步 研究 了 
不 同 提取 条 件 对 家 蝇 幼 忠和 蛋白 粗 提 液 抗菌 活性 的 影 
啊 。 

















1 材料 与 方法 


1.1 材料 

家 量 由 本 实验 室 饲养 。 大 肠 杆 菌 _ Escpericjia 
coli DHSa 由 本 院 菌 种 保管 室 提供 。 
1.2 抗菌 物质 的 诱导 

取 家 蝇 3 龄 幼虫 于 大 肠 杆 菌 DHSa 菌 液 中 浸泡 
8 min 后 投入 饲料 中 ,24 h 后 收集 。 每 份 样品 均 收 集 
1 g, 备用 。 
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1.3 幼虫 的 处 死 温度 

将 样品 分 别 于 80Y、8SC、90%C、 95% 和 100% 水 
浴 中 加 热 5 min 后 收集 , - 20% 保 存 准 备 提 取 筷 白 ， 
提取 缓冲 液 为 : 4 mL 灭 菌 蒸 饮水 + 80 pL 8- 统 基 乙 
醇 +40 nL 100 mmol/L PMSF。 所 得 粗 提 液 依 次 记 为 
TMso ~、 TMss ~ TMso ~ TMss 和 TMa 。 
1.4 幼虫 的 沸水 浴 时 间 

将 样品 分 别 于 沸水 中 加 热 5、10、15、20、25、30 
和 35 min 后 收集 , - 20 人 保存 准备 提取 怎 白 ,提取 绥 
冲 液 同 1.3 节 。 所 得 粗 提 液 依次 记 为 FH;、FH。、 
FH。FH，FH ~ FH 和 FHsse 
1.5 提取 液 的 设置 

将 样品 经 沸水 浴 25 min 处 理 后 在 液 所 中研 至 
粉末 后 转移 至 7 mL 离心 管 中 , 向 各 管 分 别 加 入 4 
mL 5% 氨 水 , @0.05 mol/L NH Ac, @0.05 mol/L 
NH Cl (@)0.05 mol/L NaCl, ©)0.05 mol/L NaAc, ©5% 
HAc; (D0.05 mol/L NaaC0: ,图 无 菌 雁 饮水 ,@HCI 调 
pH 为 2.0 的 无 菌落 饮水 , 然后, 贞 向 各 缓冲 液 中 均 
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加 入 80 / 红 户 篇 基 乙 醇和 40 pL 100 mmol/L PMSF， 
18 000 x g 离心 15 min 后 , 取 上 清洲 加 入 10 mL 两 
酮 , - 20% 沉 演 4 区 同时 取 上 述 9 种 蛋白 提取 液 按 
比例 加 入 丙酮 作为 对 照 G ~ GG, 以 检验 提取 液 本 身 
对 抗菌 活性 的 影响 ),1I8 000xg 离心 15 min, 穿 上 清 
液 , 待 丙酮 挥发 干净 后 加 入 400 pL HL0 溶解 过 夜 后 
再 离心 取 上 清 液 。 上 清 液 依次 记 为 全 ~ 他。 
1.6 提取 液 pH 的 设置 

将 样品 经 沸水 浴 5 min 处 理 后 在 液 氮 中 研 至 粉 
末 后 转移 至 7 mL 离心 管 中 , 加 入 提取 组 冲 液 ( 同 1.3 
市 >,18 000 x g 离心 15 min 后 ,; 取 上 清 液 ,用 HCL 或 
NaOH 将 上 清 液 pH 依次 调 成 2.0.3.0.4.0.5.0.6.0、 
7.0.8.0 和 9.0, 其 余 同 1.4 节 ,所 得 蛋白 粗 提 液 依 次 
记 为 已 ~P,。 
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1.7 粗 提 液 抗菌 活性 的 检测 

采用 平板 扩散 法 ,参照 王 远程 等 (1997) 的 方法 
进行 ,每 孔 点 样 15 pL, 重复 实验 3 次 ,以 平均 抑 菌 效 
直径 ( mm) 表示 粗 提 被 的 抗菌 活性 。 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 幼虫 处 死 温 度 对 粗 提 液 抗菌 活性 的 影响 

在 不 同 温度 下 人 处死 家 蝇 幼 虫 ,所 得 蛋白 粗 提 液 
的 抗菌 活性 有 区 别 ,但 不 明显 。 从 图 1 可 以 看 出 ， 
TNso ~、TMes .TMw 、TMss 和 TNEw 均 对 大 肠 杆 菌 DH5a 有 
抑 杀 作用 ,但 To 的 抑 菌 效果 最 好 。 其 原因 可 能 是 
家 蝇 幼 虫 中 的 抗菌 物质 耐 热 性 较 好 ,其 活性 受 高 温 
影响 不 显著 。 


一 
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TM80O TM85 TM90 TM95 TM100 


图 1 不 同 处 死 温度 下 家 蝇 幼 虫 下 和 白 粗 提 液 TMw ~ TMiw 对 大 肠 杆 菌 DHsa 的 抗菌 作用 
Fig. 1 Antibacterial activity of protein crude extracts TM -Mo from housefly larvae 
under different temperatures of boiling larvae to death against Escherichia coli DHSe 
TM .TMs .TM .TMG 和 Thm 分别 对 应 80%C .85% .90%C .95% 和 100C 处 死 温 度 下 的 粗 提 液 
ThMso: ThMss: TM TMs and TMioo represent crude extracts under Qifferent temperatures SOC, 85°C, 
90°C, 95°C and 100°C respectively. 


2.2 幼虫 沸水 浴 时 间 对 粗 提 液 抗菌 活性 的 影响 
收集 材料 时 ,沸水 浴 的 时 间 对 抗菌 物质 的 活性 
存在 明显 的 影响 (如 图 2 所 示 )。 当 沸水 洽 时 间 低 于 
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35 min 时 , 均 出 现 了 大 小 不 等 的 抑 菌 疾 ,其 中 以 FE; 
的 抑 菌 效果 最 好 ,可 见 家 晶 中 的 抗菌 物质 具有 非常 
好 的 耐 热 性 。 
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图 2 不 同 泪水 浴 时 间 下 家 蝇 幼 虫 硬 白 粗 提 液 FH ~ FHss 对 大 肠 杆 菌 DHsa 的 抗菌 活性 
Fig. 2 Antibacterial activity of protein crude extracts FH; - PHps from housefly larvae 
under different duration of boiled water bath against Escherichia coli DHSw 
FH; ,FHio .FHis :FH 、FHs 、FHw 和 FHss 分 别 对 应 沸水 中 加 热 5.10、15.20.25.30 和 35 min 后 收集 的 粗 提 液 
FH:: FHio: FHi:: FH»x: FH2s: FH and FHss represert crude extracts tinder different dration $; 10: 15; 20;, 25 30 and 35 min respectively. 
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2.3 不 同 提取 液 对 粗 提 液 抗菌 活性 的 影响 

在 9 种 不 同 的 蛋白 提取 液 中 ,除了 0.05 mol/L 
Na CO; 和 和 5% 氨水 提取 的 蝇 白 粗 提 液 没有 抗菌 活性 
外 ,其 余 均 有 抗菌 活性 ,但 活性 大 小 存在 明显 的 区 别 
《如 图 3 所 示 》。 可 见 提取 液 也 是 影响 家 晶 幼 虫 蝇 白 
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粗 提 液 抗菌 活性 的 因素 之 一 。 用 碱 性 提取 液 时 , 抗 
菌 物质 在 提取 过 程 中 会 损失 ;用 酸性 提取 被 时 ,抗菌 
活性 没有 受到 影响 。 男 外 ,TT 和 TT, 都 是 用 无 菌 水 作 
提取 液 , 只 是 pH 不 同 , 抑 菌 效果 也 不 相同 ,可 见 提 
取 液 的 pH 也 会 影响 粗 提 被 的 抗菌 活性 。 
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3 使 用 个 同 提取 液 获得 的 家 蝇 幼 虫 重 白 粗 提 液 全 ~ 人 对 大 肠 杆菌 DHSa 的 抗菌 活性 
Fig. 3 Antibacterial activity of protein crude extracts Ti — Ts from housefly larvae with 


different extraction solvents against Escherichia coli DHSe 
C ~ CG: 分 别 对 应 不 同 的 提取 液 : Ti ~ Ts: 分 别 对 应 于 不 同 提 取 液 下 得 到 的 蛋白 粗 提 液 ( 矢 见 1.5 节 》 


Ga - CG: Representing differert extraction solverts respectively; T1 — Ta: Represerting protein crude extracts tinder different extraction solvents respectively, 


2.4 提取 液 pH 对 粗 提 液 抗菌 活性 的 影响 

在 第 一 次 离心 除去 幼虫 体 壁 等 不 溶 蛋 白 后 ,用 
HQ 或 NaOH 调节 上 清 液 的 pH 值 。 结 果 发 现 上 清 
液 pH 在 2.0~9.0 变 化 时 , 抑 菌 圈 呈现 先 增 大 后 减 
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小 的 趋势 (< 如 图 4 所 示 ), 当 上 清 液 pH 为 4.0 时 , 抑 
菌 圈 直 径 最 大 ; 当 pH 调 至 9.0 时 , 抑 菌 圈 已 经 不 很 
明显 了 ,可 能 是 粗 提 液 中 的 一 部 分 抗菌 物质 在 pH 
9.0 时 损失 了 ,影响 了 粗 提 液 的 抗菌 活性 。 
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图 4 提取 液 pH 值 不 同时 家 蝇 纺 虫 重 白 粗 提 液 已 ~ PP 对 大 肠 杆 菌 DHSa 的 抗菌 作用 
Fig. 4 Antibacterial activity of protein crude extracts P; — Ps from houselly larvae under 
different pH values of extraction bulfer against Escherichia coli DHSe 
己 ~ 已 : 分 别 对 应 提取 液 pH 值 为 2.0.3.0.4.0.5.0.6.0.7.0.8.0 和 9.0 条 忻 下 的 粗 提 液 
PB - Py: Represerting crtde extracts tnder differert pH value 2.0; 3.0; 4.0, 5.0, 6.0; 7.0, 8.0 and 9.0 respectively. 


尽管 家 晶 幼 虫 经 过 诱导 后 体内 会 产生 一 些 抗菌 
物质 ,但 本 实验 发 现 ,不 同 的 收集 方式 .不 同 的 提取 
液 以 及 提取 滚 的 pH 都 会 影响 这 些 抗菌 物质 的 活 
性 。 同 时 本 实验 结果 也 暗示 了 这 些 抗菌 物质 是 一 类 


碱 性 物质 ,具有 很 好 的 耐 热 性 ,对 大 肠 杆 菌 DH5a 有 
较 强 的 抑 杀 作用 , 与 文献 报道 ( 王 远程 等 ,1997; 陈 留 

等 ,2001; 安 春 菊 等 ,2003) 一 致 。 本 研究 结果 为 寻 
找 一 种 合适 的 提取 工艺 最 大 限度 地 保持 家 蝇 幼 虫 中 
抗菌 物质 的 活性 提供 了 实验 依据 , 同时 也 为 进一步 
分 离 纯化 这 些 抗菌 物质 葛 定 了 基础 。 
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